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はじめに
わが国の平均寿命，健康寿命は，世界トップクラスで
あるが，高齢者の割合も高くなり超高齢化社会に突入し
ている。それに伴い寝たきり患者数は増加の一途を辿っ
ており，医療費の圧迫など大きな社会問題となっている。
また，国際宇宙ステーション内の日本宇宙実験棟「きぼ
う」が完成し，長期宇宙滞在が可能となってきた。この
ような寝たきり状態や無重力環境下では，骨格筋への負
荷が著しく減少し，廃用性筋萎縮が起こる。しかしなが
ら，この廃用性筋萎縮のメカニズムは研究段階であり，
その有効な治療法はまだ開発されていない。そこで，わ
れわれは，廃用性筋萎縮のメカニズムを明らかとし，栄
養学的な予防・治療法を開発することを目的とし，研究
を行ってきた。
無重力とユビキチンリガーゼCbl-b
筋肉を構成している蛋白質（筋蛋白質）は，常に分解
と合成を繰り返し，その量が平等であると，一定の筋量
が維持される。地上環境では，筋肉に負荷がかかるため，
この量のバランスが保たれるが，寝たきりや無重力環境
の状態になると，バランスを保つことができなくなる。
このバランスの破綻は，筋蛋白質の合成量が低下し，分
解量が増えることに起因する１，２）。われわれは，このバ
ランスの破綻の原因を明らかとするために，宇宙フライ
トを行ったラットの腓腹筋を解析し，無重力環境におけ
る筋蛋白質の分解の亢進にユビキチン・プロテアソーム
系が重要な役割を担っていることを明らかにした３）。ま
た，DNAマイクロアレイ法での解析の結果，ユビキチ
ンリガーゼであるCbl-b（casitas B-lineage lymphoma b）
の発現が顕著に増加していることを明らかにした４）。
ユビキチンリガーゼは，Cbl-b以外にも生体内に約
１０００種類ほど存在すると言われており，さまざまな基
質蛋白質に対応している。筋蛋白質の分解に関連するユ
ビキチンリガーゼでは，MuRF‐１（muscle RING finger
protein‐１）とMAFbx（muscle atrophy F-box protein）／
atrogin‐１があり，総称して筋萎縮関連遺伝子群または
Atrogenesと呼ばれている。これらは，ともに遺伝子欠
損マウスが筋萎縮のモデルである坐骨神経切除に耐性を
示すことから同定された５）。
ユビキチンリガーゼは，形態の違いから HECT（Ho-
mologous to the E６-AP C-terminus）型，Uボックス型，
RING（really interesting novel gene）型，SCF（Ske１-
cullin-F-box）複合型の４種に分類される。このうち，
Cbl-bとMuRF‐１は RING型，MAFbx／atrogin‐１は SCF
型に属している。ユビキチンリガーゼは，それぞれが認
識する基質にユビキチン鎖を結合させ，プロテアソーム
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による分解へと導く。そして，Cbl-bが認識する基質は，
筋肉の成長に重要な役割を担う，IGF‐１（insulin-like
growth factor‐１）シグナルの細胞内シグナル伝達分子
である，IRS‐１（insulin receptor substrate‐１）である。
IGF‐１シグナルとCbl-b
IGF‐１は，成長ホルモンや運動刺激に反応して，肝臓
や筋細胞で合成され，筋肉や骨の成長を促進する６）。
IGF‐１がその受容体に結合すると，IRS‐１，PI３K（Phos-
phoinositide３‐kinase），Aktの順にリン酸化が起こる。
Aktの活性化により，S６K，GSKを介して蛋白質合成
が亢進し，その一方で，筋萎縮関連遺伝子の転写因子で
ある FOXO（fork head box O）のリン酸化も促進され
る。FOXOはリン酸化により，核内移行が妨げられる
ため，筋萎縮関連遺伝子の発現は抑制される（図１）。
しかし，前項で述べたように，無重力環境下では，ユビ
キチンリガーゼ Cbl-bにより IRS‐１はユビキチン化され，
そのユビキチン化を認識するプロテアソームによって分
解される。その結果，Aktや FOXOのリン酸化が起こら
ず，筋蛋白質合成が低下する。さらに，リン酸化されな
くなった FOXOは，核内へ移行し筋萎縮関連遺伝子の
転写が起こる（図１）。実際，宇宙フライトラットの骨
格筋では，Cbl-bの発現増大，IRS‐１の分解亢進や Aktの
リン酸化の減少が確認された７）。また，培養細胞（筋管
細胞）に Cbl-bを強発現させた場合においても，Cbl-b
は IRS‐１と結合しユビキチン化と分解を亢進し，筋管を
萎縮させた７）。さらに，ラットの前脛骨筋に Cbl-bを強
発現させた場合にも，Cbl-bは IRS‐１のユビキチン化を
促進し筋萎縮を誘導した７）。以上の知見から，われわれ
は，Cbl-bは無重力下において IRS‐１のユビキチン化し
分解を促進する，廃用性筋萎縮の原因の一つであると考
えた。
筋萎縮を防ぐオリゴペプチドCblin（Cbl-b inhibitor）の
開発
前述のように，廃用性筋萎縮においてユビキチンリ
ガーゼ Cbl-bは，IRS‐１をユビキチン化し分解を促進す
ることで，IGF‐１シグナルを負に制御している。さらに，
Cbl-b遺伝子欠損マウスは，尾部懸垂（微小重力モデ
ル）による筋萎縮に抵抗性を示す７）。よって，廃用性筋
図１ IGF‐１シグナルと Cbl-b
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萎縮の治療には，この Cbl-bの IRS‐１に対するユビキチ
ンリガーゼ活性を阻害することが有効であると考えた。
Cbl-bは，基質の一部分（ペプチド）の立体構造とリン
酸化チロシン残基を認識して結合することが報告されて
いる８）。また，IGF‐１シグナル伝達において，IRS‐１のリ
ン酸化は必須である９）。そこで，IRS‐１のアミノ酸配列
のうち，IGF‐１シグナル伝達に伴って起こるチロシンリ
ン酸化の部位を中心とした，５つのアミノ酸残基からな
るペンタペプチドを作成し，それらの Cbl-bによる IRS‐１
のユビキチン化阻害効果を無細胞系ユビキチン化法
（Cell-free ubiquitination assay）で検討した（図２）。
無細胞系ユビキチン化法とは，試験管内でユビキチン
リガーゼによる基質のユビキチン化を再現する方法であ
る。試験管内に，E１（ユビキチン活性化酵素），E２（ユ
ビキチン結合酵素），Cbl-b（E３；ユビキチンリガーゼ）
と ATP，ユビキチン及び基質である IRS‐１を入れ，至適
条件下で数時間反応させると，基質がユビキチン化され
る。この方法は，基質蛋白質とユビキチンリガーゼ以外
の蛋白質が反応系に存在しないため，ペプチドのスク
リーニングに有効である。この系を用いて，作成したペ
プチドの Cbl-bのユビキチンリガーゼ活性阻害効果を検
討したところ，DGpYMPの配列を持つペプチド‘a’
（特願２００６‐１４５９４４）が最も高い効果を示した（図３）。
したがって，このペプチド‘a’を Cbl-bユビキチンリ
ガーゼ活性を阻害することから Cblin（Cbl-b inhibitor）
と名付けた１０）。このとき，Cblinのリン酸化チロシン残
基を脱リン酸化（Dephos.）したり，フェニルアラニン
に置換（Y→F）したりした場合，そのユビキチン化阻
害効果は低下したことから，リン酸化チロシン残基がそ
の効果に重要な役割を担うことが示唆された（図３）。
また，Cblinは，HEK２９３細胞を用いた培養細胞系での
ユビキチン化法においても同様の阻害活性を示した
（データ示さず）。さらに，坐骨神経切除によって神経
性筋萎縮を引き起こしたマウスの腓腹筋に Cblinを投与
した場合にも，腓腹筋における IRS‐１のユビキチン化と
分解が抑制され，筋萎縮原因遺伝子の一つである
MAFbx／atrogin‐１の発現も抑制され，筋萎縮が改善さ
れた７）。
N端修飾によるCblin の高機能化
前項で述べたように，Cblinは in vivo でも筋萎縮を改
善した。しかしながら，その効果を得るには，大量の
Cblinの投与が必要であった。これは，Cblinはペプチ
ドであるため，生体内でペプチダーゼによって大部分が図２ IRS‐１アミノ酸配列と合成ペンタペプチド選択部位
図３ 合成ペンタペプチドによるユビキチン化阻害効果の検討
（無細胞系）
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分解されてしまうことが，主な原因と考えられる。そこ
で，Cblinにペプチダーゼによるペプチドの分解に抵抗
性を示すと考えられる修飾を施し，Cblinの効果を増強
できないか試みた。Cblinを修飾するにあたりわれわれ
は，炭素数１４の長鎖脂肪酸であるミリスチン酸がペプチ
ドの N末端に結合するミリストイル化を選択した。ミ
リストイル化は，生体内で起こる翻訳後修飾であり１１），
細胞膜浸透性を高め，ペプチドの構造を安定化すること
がわかっている１２，１３）。
培養細胞系でミリストイル化 Cblinの Cbl-bユビキチ
ンリガーゼ活性阻害効果を検討した。その結果，未修飾
の Cblinの IRS‐１ユビキチン化阻害効果に対する IC５０が
１２０μMであるのに対し，ミリストイル化 Cblinは３０μM
であった。また，培養細胞系筋管萎縮モデルであるデキ
サメタゾン処理で起こる筋管の萎縮に対しても，ミリス
トイル化 Cblinは未修飾の Cblinと比較して低濃度で高
い効果を示した（データ示さず）。さらに，各ペプチド
の細胞内取り込み量を比較したところ，ミリストイル化
Cblinは，未修飾の Cblinと比較し１００倍近くもの量が細
胞内に取り込まれていることが示唆された（データ示さ
ず）。したがって，ミリストイル化は，Cblinをアミノ
ペプチダーゼからの分解から守るだけでなく，細胞内へ
の取り込み量を高めることで，Cblinの効果を増強する
と考えられた。
おわりに
本研究により，寝たきりや無重力環境下では，ユビキ
チンリガーゼ Cbl-bの発現上昇により，筋萎縮が誘導さ
れることが明らかとなった。そして，Cbl-bとその基質
である IRS‐１との結合を阻害する Cblinを開発した。さ
らに，ペプチドの状態では，効果が少ない Cblinに対し，
N端のミリストイル化修飾は，効果を増強させるのに有
効であることが示唆された。
ユビキチンリガーゼ阻害の利点は，基質特異性の高さ
であり，現在用いられているプロテアソーム阻害剤に比
べ，副作用が少ないことが予測される。われわれは，今
回発見した Cblinを用いて，世界初のユビキチンリガー
ゼ阻害剤を開発中である。これは，筋萎縮だけでなく，
神経筋変性疾患や糖尿病の治療にもつながると考えてい
る。そして，われわれの研究が，宇宙飛行士や寝たきり
患者の筋萎縮，神経筋変性疾患の予防・治療法に貢献で
きることを期待している。
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Development of anti-ubiquitination oligopeptide, Cblin : Cbl-b inhibitor that prevents
unloading-induced skeletal muscle atrophy
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SUMMARY
Skeletal muscle atrophy caused by unloading is characterized by both decreased responsive-
ness to myogenic growth factors and increased proteolysis. In our previous studies, it has been
shown that ubiquitin ligase Cbl-b interacted and degraded the IGF-１ signaling intermediate IRS-１.
We also reported that a peptide mimetic of tyrosin６０８-phosphorylated IRS-１（DGpYMP）, named
Cblin, Cbl-b inhibitor. However, Cblin may tend to be degraded by aminopeptidase in vivo . We
aimed to confirm whether Cblin inhibiter muscle atrophy caused by glucocorticoids in mouse C２C１２
myotubes, and effects of the modified Cblin N-terminus to prevent it from degradation. Pretreat-
ment with Cblin significantly prevented the decrease in diameters of C２C１２myotubes treated with
dexamethasone, and IRS-１degradation, expression of atrogenes mRNA was repressed, and phos-
phorylation of Akt／mTOR was also protected. Moreover, the５０％ inhibitory concentration of N -
myristoylated Cblin and Cblin for Cbl-b-mediated IRS-１ubiquitination was３５μM and１２０μM, re-
spectively. In addition, N -myristoylated Cblin significantly inhibited the dexamethasone-induced
reduction of myotube diameter. Taken together, these results suggest that Cblin Cblin prevented
the dexamethasone induced myotube atrophy, and N -myristoyled Cblin is more effective than non-
modified Cblin in prevention of muscle atrophy.
Key words : skeletal muscle atrophy, dexamethasone, Cbl-b, IRS-１, N-terminus myristoylation
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